
第３９卷 第６期

２０２０年　１１月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．３９　No．６

Nov．２０２０,３７~４３

祝友朋,韩长志．不同营养类型植物病原真菌次生代谢产物合成基因簇的差异性研究[J]．华中农业大学学报,２０２０,３９(６):３７Ｇ４３．

DOI:１０．１３３００/j．cnki．hnlkxb．２０２０．０６．００６

收稿日期:２０２０Ｇ０６Ｇ２３
基金项目:国家自然科学基金项目 (３１９６０３１４);云 南 省 应 用 基 础 研 究 计 划 项 目 (２０１８FG００１Ｇ０２８);云 南 省 研 发 经 费 投 入 补 助 项 目

(２０１６YB４６２&２０１７YB２３６)
祝友朋,硕士研究生．研究方向:真菌分子生物学．EＧmail:３４２０２０４４８５＠qq．com
通信作者:韩长志,博士,副教授．研究方向:经济林木病害生物防治与真菌分子生物学．EＧmail:hanchangzhi２０１０＠１６３．com

不同营养类型植物病原真菌次生代谢产物
合成基因簇的差异性研究

祝友朋,韩长志

西南林业大学生物多样性保护学院/云南省森林灾害预警与控制重点实验室,昆明６５０２２４

摘要　选择全基因组序列已经公布的２２种真菌为研究对象,利用antiSMASH 数据库对不同营养类型真菌

的次生代谢产物合成基因簇进行注释,以期发现不同营养类型植物病原真菌在侵染植物过程中次生代谢产物所

发挥的作用及合成基因簇的差异性.结果表明:半活体营养型真菌和死体营养型真菌中次生代谢产物合成基因

簇的种类和数量都高于活体营养型真菌;进一步对非核糖体肽合成酶(NRPS)、聚酮合酶(PKS)、萜烯(terpene)

三大类次生代谢产物合成基因簇进行分析,发现半活体营养型和死体营养型病原菌中 NRPS基因簇、PKS基因

簇和萜烯基因簇的数量也都高于活体营养型病原菌.
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　　微生物中次生代谢产物的种类是由次生代谢合

成基因簇决定的,次生代谢产物一般具有抗菌、免疫

抑制、产生毒素、降低致病性等多种生物活性[１],其
作为人类疾病药剂及农林业植物病虫害药剂开发的

重要来源,在医学和农业生产中发挥着重要作用.
目前,国内外学者关于真菌次生代谢产物合成基因

簇的研究主要集中在次生代谢产物挖掘[２]、次生代

谢产物合成基因的筛选鉴定及其克隆[３]、聚酮合

酶[４Ｇ５]和非核糖体肽合成酶[６Ｇ７]的作用等方面.关于

细菌次生代谢产物合成基因簇的研究主要是利用

antiSMASH 数据库(antibiotics & secondarymeＧ
taboliteanalysisshell)对６３５个细菌的次级代谢产

物合成基因簇进行注释,发现４０种基因簇中非核糖

体肽合成酶(NRPS)、Ⅰ型聚酮合酶(T１PKS)、细菌

素(bacteriocin)、萜烯(terpene)等４种基因簇在所

有的细菌门中都存在,其他的基因簇存在于某个门

或２个及以上的门中[８].植物病原丝状真菌作为侵

染植物的重要微生物之一,其具有的分泌蛋白、碳水

化合物活性酶以及次生代谢产物在损害植物免疫防

卫反应系统方面发挥着重要的作用[９].前期笔者所

在研究室开展了关于植物病原丝状真菌及细菌分泌

蛋白、CAZymes预测及功能解析工作[１０],然而,关
于不同营养类型真菌中次级代谢产物合成基因簇及

不同营养类型真菌与次生代谢产物合成基因簇之间

的关系尚不明确.

antiSMASH 数据库中关于微生物的次生代谢

合成基因簇的种类共有 ５９ 种,主要有聚酮合酶

(PKS)、terpene和 NRPS等[１１].其中,PKS能合成

聚酮类化合物,主要有 T１PKS、T２PKS和 T３PKS,
可用于研制抗生素、抗菌剂等;terpene是萜类化合

物的总称,具有重要的生物活性,是进行产物研究和

新药开发的重要来源;NRPS能合成非核糖体肽

(nonＧribosomalpeptides,NRP),在真菌的生长发育

过程中发挥着重要作用,该蛋白在真菌致病过程中

扮演着重要角色,由多个催化结构域组成的高度模

块化的肽合成酶,包括腺苷酰化结构域(A结构域)、
巯基化结构域(T结构域)和缩合结构域(C结构域)
等[１２].前人研究发现,由苹果斑点落叶病(AltenaＧ
riaalternata)产生的 AMＧ毒素[１３]、玉米圆斑病菌

(Cochlioboluscarbonum)产生的 HCＧ毒素[１４]以及
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玉米小斑病菌(Cochliobolusheterostrophus)[１５]、水
稻胡麻斑病菌(Cochliobolusmiyabeanus)[１６]、拟南

芥黑斑病菌(Alternariabrassicicola)[１６]、柑橘褐斑

病菌(Alternariaalternata)和禾谷镰刀菌(FusariＧ
umgraminearum)中的 NPS６基因[１７]以及苹果树

腐烂病菌(Valsamali)的 NPS１２基因均与上述病

原真菌的致病性有关[１８],在实现 NRP合成及在真

菌生长发育、信号传导及致病等过程中都发挥着重

要的作用[１９].然而,不同营养类型植物病原真菌与

不同类型次生代谢产物之间的关系尚不清楚.
本研究选择不同营养类型植物病原真菌开展次

生代 谢 产 物 合 成 基 因 簇 的 注 释 工 作,利 用 anＧ
tiSMASH 数据库进行注释分析,对比分析１７种具

有不同营养类型的植物病原菌和５种腐生营养型真

菌的次生代谢产物合成基因簇,以期发现次生代谢

产物合成基因簇与不同营养类型植物病原真菌之间

的关系,为今后深入研究不同营养类型植物病原菌

中次生代谢产物的作用机制及找寻新型药剂作用靶

标提供理论依据.

1　材料与方法

1.1　数据来源

选择植物病原真菌(活体营养型、半活体营养型

以及死体营养型)、腐生营养型真菌等２２种真菌开

展次生代谢产物预测分析.包括４种活体营养型真

菌:玉米黑粉病菌(Ustilagomaydis)、玉米丝黑穗

病菌 (Sporisorium reilianum )、小 麦 秆 锈 病 菌

(Pucciniagraminis)、戈洛文白粉菌(GolovinomyＧ
cesmagnicellulatus);６种半活体营养型真菌:小麦

叶枯病菌(Zymoseptoriatritici)、禾谷镰孢菌(FuＧ
sariumgraminearum)、禾 谷 炭 疽 菌 (ColletotriＧ
chumgraminicola)、希金斯炭疽菌(C．higginsiaＧ
num)、西瓜炭疽菌(C．orbiculare)和假禾谷镰刀菌

(Fusariumpseudograminearum);７种死体营养型

真菌:玉蜀黍双极蠕孢(Bipolarismaydis)、小麦叶

斑 病 菌 (Parastagonospora nodorum )、核 盘 菌

(Sclerotiniasclerotiorum)、大丽轮枝菌(VerticilliＧ
umdahliae)、苜蓿轮枝菌(Verticilliumalfalfae)、
尖孢 镰 刀 菌 (Fusarium oxysporum)、葡 萄 孢 菌

(Botrytiscinerea);５种腐生营养型真菌:酿酒酵母

(Saccharomycescerevisiae)、粗糙脉孢霉(NeurosＧ
poracrassa)、构巢曲霉(Aspergillusnidulans)、黑
曲霉(Aspergillusniger)、产黄青霉(Penicillium

chrysogenum).
1.2　不同真菌次生代谢产物合成基因簇差异分析

利用antiSMASH[１１](https://fungismash．secＧ
ondarymetabolites．org/＃! /start)注释不同营养

类型真菌的PKS、NRPS和 TPS等基因簇.
1.3　数据分析

采用 MicrosoftofficeExcel２０１０进行数据分

析以及 Origin９．０作图软件对所获得的数据进行

分析.

2　结果与分析

2.1　不同营养类型真菌中次生代谢产物合成基因

簇种类对比分析

　　对２２种真菌开展次生代谢产物合成基因簇预

测分析,结果发现５个腐生营养型真菌的次生代谢

产物合成基因簇的种类和数量差异较大,其中酿酒

酵母仅有３个次生代谢产物合成基因簇,分别是

NRPSＧlike、terpene和含 βＧ内酯的蛋白酶抑制剂

(betalactone);黑曲霉具有１２种共６３个次生代谢

产物合成基因簇(图１).同时,在植物病原真菌中,
半活体营养型真菌和死体营养型真菌的次生代谢产

物合成基因簇的种类和数量都高于活体营养型真菌

(图１):半活体营养类型真菌中次生代谢产物合成

基因簇种类有１１~１８种,数量３４~７６个;死体营养

类型真菌中次生代谢产物合成基因簇种类有６~１１
种,数量２０~５１个;活体营养类型真菌中次生代谢

产物合成基因簇种类有４~５种,数量６~１９个.在

半活体营养类型真菌中,次生代谢产物合成基因簇

种类和数量最多的是希金斯炭疽菌;在死体营养类

型真菌中,次生代谢产物合成基因簇种类最多的是

尖孢镰刀菌,数量最多的是玉蜀黍双极蠕孢;在活体

营养类型真菌中,次生代谢产物合成基因簇种类和

数量最多的是戈洛文白粉菌.

2.2　不同类别次生代谢产物合成基因簇数量对比

分析

　　进一步对不同营养类型真菌中次生代谢产物合

成基因簇的数量进行分析,结果显示:２２种真菌中

编码次生代谢产物的基因簇类型有单一型和复合

型,前者有１０种,后者有２６种(图２).其中,单一

型基因簇存在较多的是 T１PKS、terpene、NRPS和

NRPSＧlike等,在植物病原菌和腐生真菌中都存在

８３
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图１　不同营养类型真菌次生代谢产物合成基因簇的种类(A)和数量(B)对比分析

Fig．１　Comparativeanalysisoftypes(A)andnumber(B)ofsecondarymetabolitesynthesis

geneclustersofdifferenttrophictypesoffungi

　A,B:单一次生代谢产物合成基因簇分布情况;C,D:复合次生代谢产物合成基因簇分布情况.A,B:DistributionofsingleprimarymetabＧ

olitesynthesisgenecluster;C,D:Compoundsecondarymetabolitesynthesisgeneclusterdistribution．

图２　不同营养类型真菌中次生代谢产物合成基因簇的数量对比分析

Fig．２　Comparativeanalysisoftypesandquantitiesofsecondarymetabolitesynthesis

geneclustersindifferenttrophictypesoffungi

９３
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(图２A).对不同营养类型植物病原菌进行分析,结
果显示,活体营养型植物病原菌中仅存在 T１PKS、

terpene、NRPS和 NRPSＧlike基因簇,半活体营养

型植物病原菌中存在的单一基因簇种类最多,其独

特存在 betalactone、依赖tRNA 的环二肽合成酶

(CDPS)、铁 载 体 (siderophore)和 Ⅲ 型 聚 酮 合 酶

(T３PKS)等基因簇(图２B).复合型基因簇存在较

多的是 NRPS＋T１PKS、T１PKS＋NRPS、吲哚(inＧ
dole)＋ T１PKS、T１PKS＋indole、NRPSＧlike＋
T１PKS和 T１PKS＋NRPSＧlike,在半活体营养型、
死体营养型病原菌和腐生真菌中存在(图２C).

此外,半活体营养型病原菌中存在９种独特的

复 合 型 基 因 簇,分 别 是 NRPSＧlike＋terpene、

NRPS＋NRPSＧlike、NRPS＋fungalＧRiPP、NRPS＋
betalactone、NRPSＧlike＋betalactone、betalactone＋
NRPSＧlike、indole＋terpene、具有POP或 UstH 肽

酶类型和修饰的真菌 RiPP(fungalＧRiPP)＋terpene
和 NRPS＋T１PKS＋fungalＧRiPP;死体营养型病原

菌中 存 在 ６ 种 独 特 的 复 合 型 基 因 簇,分 别 是

NRPS＋terpene、NRPSＧlike＋ NRPS、indole＋
NRPS＋ T１PKS、T３PKS ＋ T１PKS、terpene＋
T１PKS＋NRPS和 T１PKS＋NRPSＧlike＋other;腐
生真 菌 存 在 ２ 种 独 特 的 复 合 型 基 因 簇,分 别 是

T１PKS＋NRPS＋indole和 NRPS＋NRPSＧlike＋
indole(图２D).
2.3　不同营养类型植物病原菌中 NRPS 预测分析

对１７个植物病原真菌的次生代谢产物 NRPS

合成基因簇开展分析,结果发现半活体营养类型真

菌中 NRPS基因簇５~１１个,NRPS基因数为７~
２０个;死体营养类型真菌中 NRPS基因簇数量３~
９个,NRPS基因数量２~１４个;活体营养类型真菌

中 NRPS基因簇数量１~３个,NRPS基因数量１~
８个(图３).上述结果表明,半活体和死体营养型病

原菌中 NRPS基因簇数量及 NRPS基因数量均高

于活体营养型病原菌.
2.4　不同营养类型植物病原菌中 PKS 预测分析

对１７个植物病原真菌的次生代谢产物PKS合

成基因簇开展分析,结果发现半活体营养类型真菌

中PKS基因簇数量有５~２７个,PKS基因数量６~
４８个,但 T３PKS基因簇尚未预测出其基因组成情

况;死体营养类型真菌中 PKS基因簇数量７~２０
个,PKS基因数量７~４０个;活体营养类型真菌中

PKS基因簇数量０~１个,PKS基因数量０~２个

(图４).上述结果表明,半活体和死体营养型病原

菌中PKS基因簇数量及PKS基因数量均高于活体

营养型病原菌.
2.5　不同营养类型植物病原菌中萜烯预测分析

对１７个植物病原真菌的次生代谢产物萜烯合

成基因簇开展分析,结果发现半活体营养类型真菌

中萜烯基因簇数量３~１２个,死体营养类型真菌中

萜烯基因簇数量２~１３个,活体营养类型真菌中

PKS基因簇数量２~４个(图５).上述结果表明,半
活体和死体营养型病原菌中萜烯基因簇数量均高于

活体营养型病原菌.

A:NRPS基因簇的数量;B:NRPS基因的数量.A:ThenumberofNRPSgenecluster;B:ThenumberofNRPSgenes．

图３　不同营养类型植物病原菌中所含有NRPS的数量对比分析

Fig．３　ComparativeanalysisofNRPScontentinplantpathogenicbacteriaofdifferentnutritiontypes

０４
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A:PKS基因簇的数量;B:PKS基因的数量.A:ThenumberofPKSgeneclusters;B:ThenumberofPKSgenes．

图４　不同营养类型植物病原菌中所含有PKS的数量对比分析

Fig．４　ComparativeanalysisofPKSquantitiesinplantpathogenicbacteriaofdifferentnutritiontypes

图５　不同营养类型植物病原菌中

所含有萜烯基因簇的数量对比情况

Fig．５　Thenumberofterpenegeneclustersinplant

pathogenswithdifferentnutritiontypes

3　讨　论

对植物次生代谢基因簇的研究发现其参与合成

苯并噁唑嗪酮、生氰糖苷、生物碱和萜烯等化合物,
与植 物 的 生 长 发 育 有 关,并 参 与 植 物 的 防 御 反

应[２０].前人对病原菌次生代谢产物基因的研究集

中在 NRPS 基因和 PKS 基因,发现玉米小斑病

菌[１５]、水稻胡麻斑病菌[１６]、拟南芥黑斑病菌[１６]、柑
橘褐斑病菌和禾谷镰刀菌中的 NPS６基因[１７]以及

苹果树腐烂病菌 NPS１２基因均与致病性有关[１８];
渐绿木霉[２１]、黄曲霉[２２]、大丽轮枝菌[２３]和球孢白僵

菌[５]的PKS基因与生长发育和侵染性有关.在植

物与病原菌互作及病原菌损害植物的免疫防卫反应

系统方面也有许多学者进行了相关研究.如赵中

涛[２４]通过比较基因组的方法对９４个真菌的糖类活

性酶进行分析,发现植物病原菌中半活体营养型和

死体营养型真菌中糖类活性酶的种类和数量均高于

活体营养型真菌;陈相永等[２５]通过植物病原真菌寄

生性与分泌蛋白组及 CAZymes的比较分析,发现

半活体营养型和死体营养型真菌分泌蛋白占全基因

组序列的比例高于活体营养型真菌,半活体营养型

和死体营养型真菌的糖基水解酶家族 GH 和多糖

裂解酶家族PL的数量均高于活体营养型真菌,且
半活体营养型和死体营养型真菌参与植物细胞壁纤

维素、木聚糖、果胶等成分降解的基因也高于活体营

养型真菌.
本研究发现半活体和死体营养型病原菌次生代

谢产物合成基因簇存在复合基因簇,而活体营养型

病原菌中仅存在单一基因簇,但核盘菌在油菜上的

营养类型是死体营养型,而在小麦上营养类型则是

活体营养型[２６],由于寄主植物不同而引起其次生代

谢产物合成基因簇是否存在差异性尚不清楚,有待

进一步确认.此外,T３PKS基因簇仅存在于半活体

和死体营养型病原菌中,但未发现该基因簇的基因

组成情况,其复合基因簇和 T３PKS基因簇是否与

非活体寄生有关有待进一步验证.同时,本研究对

不同营养类型真菌的次生代谢产物合成基因簇进行

对比分析,比较了 NRPS基因簇、PKS基因簇和萜

烯基因簇在不同营养类型真菌中的分布.然而,对
于植物病原真菌中的次生代谢产物研究特别是对于

编码基因的功能尚不清楚,严重制约着人们对次生

代谢产物在植物病原真菌侵染植物后所发挥的作用

的认知,有待于今后开展相关生物学试验研究.
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Differencesingeneclustersofsynthesizingsecondarymetabolites
ofplantpathogenicfungiwithdifferentnutritionaltypes

ZHUYoupeng,HANChangzhi

TheYunnanProvinceKeyLaboratoryofForestDisasterWarningandControl,

CollegeofBiodiversityConservation,SouthwestForestryUniversity,Kunming６５０２２４,China

Abstract　TwentyＧtwofungiwithwholegenomesequencepublishedandtheantiSMASHdatabase
wereusedtoclassifyandannotatethegeneclustersofsynthesizingsecondarymetabolitesofplantpathoＧ
genicfungiwithdifferentnutritionaltypesinordertoclarifytheroleofsecondarymetabolitesofplant
pathogenicfungiwithdifferentnutritionaltypesininfectingplantsandthedifferencesingeneclusters．
Theresultsshowedthatthetypeandnumberofgeneclustersofsynthesizingsecondarymetabolitesof
hemiＧbiotrophsandnecrotrophsfungiwerehigherthanthatofbiotrophsfungi．Theresultsoffurther
analyzingthegeneclustersofsynthesizingsecondarymetabolitesofnonＧribosomalpeptidesynthetase,

polyketidesynthaseandterpeneshowedthatthenumberofNRPSgeneclusters,PKSgeneclustersand
terpenegeneclustersinhemiＧbiotrophsandnecrotrophspathogenicfungiwerehigherthanthatin
biotrophspathogenicfungiaswell．Itwillprovideanimportanttheoreticalbasisforfurtheranalyzingthe
functionofthegeneclusterofsynthesizingsecondarymetabolitesofdifferenttrophictypesoffungiand
identifyingnewdrugtargets．Analyzingthegeneclustersofsynthesizingsecondarymetabolitesinfungi
andclarifyingthedifferencesingeneclustersofsynthesizingsecondarymetabolitesofdifferentnutrition
typesoffungiisconducivetothebetterdevelopmentofmedicamentsforpreventingandcontrollingnoＧ
velactiontargetsofplantdiseases．

Keywords　plantpathogenicfungi;nutritiontypes;geneclustersofsynthesizingsecondarymetaboＧ
lites;immunedefenseresponse
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